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摘要　目的：通过超高效液相色谱联合质谱法测定杜仲的３种成分及其药代动力学研究。方法：本研究的质谱采用电喷
雾电离源（ＥＳＩ），通过多反应离子监测这一扫描方式对京尼平苷酸、绿原酸和松脂醇二葡萄糖苷等３种成分及内标用于定
量分析的监测离子。结果：１）杜仲中京尼平苷酸、绿原酸、松脂醇二葡萄糖苷等３个指标性成分的分离良好，无内源性物
质干扰，具有较好的专属性。２）ＵＰＬＣ方法严谨性，其精密度、稳定性试验、重复性试验、加样回收率等均良好。３）京尼平
苷酸和松脂醇二葡萄糖苷在大鼠体内的药代动力学具有非线性特征，仅绿原酸存在线性特征；而ＣＬｚ、Ｖｚ参数指标的差异
比较大，显示大鼠血浆中杜仲提取物中的３种成分在大鼠体内的药代动力学代谢过程不一致。结论：ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ的操
作简单，结果具有较好的精密度、稳定性和重复性，可作为杜仲有效成分及药代动力学研究的可靠方法。
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　　杜仲（ＥｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓＯｌｉｖｅｒ）为我国名贵滋
补药材，其取药部位是树皮，为杜仲科植物的干燥树

皮，别名木棉，从《神农本草经》上可见杜仲被列为

上品，其味甘，性温，主要治疗功能有补益肝肾、强筋

壮骨、调理冲任、固经安胎等［１３］。纵观杜仲 ２０００
多年的药用历史，可知杜仲能够治疗肾阳虚引起的

腰腿痛和（或）腰膝酸软无力［４］，男性之阴囊湿

痒［５］，女性之肝气虚引起的胞胎不固［６７］等症。由现

代药理学研究可知［８］，杜仲中具有的降血压［９１０］、抗

肿瘤［１１］、降血脂［１２１３］、抗血栓［１４］、抗氧化［１５］等药理

作用是由哪些具体的成分发挥的功效，同时这些药

理成分的药代动力学是如何变化的，因此课题组将

杜仲提取物注射入大鼠尾静脉后，研究杜仲的３个
指标性成分（分别是京尼平苷酸、绿原酸、松脂醇二

葡萄糖苷）在大鼠体内的具体经时过程和药代动力

学参数特征，为临床上使用杜仲这味药物的前药动

学研究提供实验依据。本课题研究主要采用 ＵＰＬＣ
ＭＳ的技术手段，超高效液相色谱（ＵｌｔｒａＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ＬｉｑｕｉｄＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＵＰＬＣ）是分离科学中的一个
全新类别，ＵＰＬＣ是在高效液相色法（ＨｉｇｈＰｅｒｆｏｒｍ
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ａｎｃｅＬｉｑｕｉｄＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）的理论及原理的
基础上发展而来的，这一技术方法不仅秉承了ＨＰＬＣ
的快速检测手段，而且涵盖了小颗粒填料进一步提

高也ＨＰＬＣ的精密度和灵敏度，同时以非常低系统
体积增加分析通量和色谱峰容量［１６］。通过以物质

离子化为基础建立质谱分析系统，测量并分析离子

谱峰的强度来联合分析杜仲３种成分，进一步阐释
药代动力学的经时过程，首先杜仲提取物样品经过

液相色谱纯化后的样品，再通过电场和磁场的综合

作用将样品气化离子化，形成的离子按照质量数和

电荷数的记录并分析，在液相色谱质谱中通常所用

的离子源有电喷雾电离源（ＥｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙＩｏｎｉｚａｔｉｏｎ，
ＥＳＩ）和大气压化学电离源（ＡｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃＰｒｅｓｓｕｒｅ
ＣｈｅｍｉｃａｌＩｏｎｉｚａｔｉｏｎ，ＡＰＣＩ），其中最常用的是 ＥＳＩ，根
本原因是ＥＳＩ比ＡＰＣＩ软电离程度较小的电离方式，
因此在实际检测应用中适用范围较 ＡＰＣＩ的
大［１７１８］。现将结果报道如下。

１　仪器与试药
１１　仪器　ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ超高效液相色谱三重
四级杆质谱联用仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司生产，产品型
号：ＨｃｌａｓｓＸｅｖｏＴＱＭＳ）；冷冻高速离心机（美国
ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司生产，产品型号：Ａｌｌｅｇｒａ６４Ｒ）；
氮吹仪（北京众信佳仪科技有限公司生产，产品型

号：ＺＸＤＣ）；涡旋混合器［莱普特科学仪器（北京）
有限公司生产，产品型号：ＶｏｒｔｅｘｄａｎｃｅｒⅣ］；电子分
析天平（上海精密仪器仪表公司生产，产品型号：

ＦＡ１００４Ｎ型）；超声波清洗器（上海精密仪器仪表公
司生产，产品型号：ＫＱ１００ＤＥ）；超纯水系统（法国
ＭＩＬＩＰＯＲＥ公司生产，产品型号：ＭｉｌｉＲＯＰｌｕｓ型）。
１２　试剂　京尼平苷酸对照品（上海纯优生物科技
有限公司生产，生产批号 ２７７４１０１１，药品纯度≥
９８％）；和绿原酸对照品（上海纯优生物科技有限公
司生产，生产批号３２７９７９，药品纯度≥９８％）；松脂
醇二葡萄糖苷对照品（上海顺勃生物工程有限公司

生产，生产批号２０１２０６，药品纯度≥９８％）；葛根素
对照品（中国药品生物制品鉴定所生产，生产批号

１１１０９０６２３，药品纯度≥９８％）。色谱纯乙腈（美国
Ｆｉｓｈｅｒ公司生产，生产批号 １０２４８９）和甲酸（美国
Ｆｉｓｈｅｒ公司生产，生产批号１０１４３７），ＡＲ级磷酸分析
纯（上海拓国沪试实验室器材股份有限公司生产，生

产批号２０１７０４１２）。
１３　分析样品　杜仲药材来源于湖北，经过南通市
第一人民医院专业药物研究人员鉴定为优质杜仲科

植物杜仲的干燥树皮，研究室以此为原材料自制杜

仲提取物进行进一步研究。

１４　实验动物　动物清洁级 ＳＤ大鼠，体质量
（２６０±２０）ｇ，由广东省医学实验动物中心提供（批
号２００６Ａ０１０），实验室常规环境饲养。
２　方法与结果
２１　色谱条件　进样体积为２μＬ；色谱柱采用Ｗａ
ｔｅｒｓＢＥＨＣ１８（产品规格：采用窄径柱 ２１ｍｍ，短柱
１００ｍｍ，填料粒径１７μｍ），色谱柱的温度控制在
４５℃左右，进样器的温度设置控制在１５℃，流动相
则以流动相Ａ的主要试剂配置由０１％甲酸和乙腈
组成，流动相 Ｂ的主要试剂配置由０１％甲酸和水
组成，以进行梯度洗脱。具体的梯度洗脱程序见

表１。

表１　梯度洗脱程序（流速０３ｍＬ／ｍｉｎ）

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）

０ １０ ９０
０５ １０ ９０
３５ ２５ ７５
５ ９０ １０
６ １０ ９０

２２　质谱条件　本研究的质谱采用 ＥＳＩ，首先设置
毛细管电离电压，经过多个预实验最终确定该电压

设置为３ｋＶ，离子源温度设置为１２０℃，并将氮气作
为本研究过程中涉及到的喷雾气与反吹气，并将反

吹气流速设置为５０Ｌ／ｈ，而将氩气作为本研究过程
中涉及的碰撞气，并将其流速设置为０１６ｍＬ／ｍｉｎ；
去溶剂气流速经过多个预实验最终确定该电压设置

为６５０Ｌ／ｈ，去溶剂气温度最终确定为３５０℃左右；
通过多反应离子监测（ＭｕｌｔｉｐｌｅＲｅａｃｔｉｏｎＭｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，
ＭＲＭ）这一扫描方式对京尼平苷酸、绿原酸和松脂
醇二葡萄糖苷等３种成分及内标用于定量分析的监
测离子。见表２。

表２　杜仲３种成分研究中质谱条件的设置

化合物

质谱条件

母离子

（ｍ／ｚ）
子离子

（ｍ／ｚ）
锥孔电压

（ｖ）
碰撞电压

（ｖ）

京尼平苷酸 ３７３２５ ２１１０７ ３５ １５
绿原酸 ３５３１６ １９１０４ ３５ １５

松脂醇二葡萄糖苷 ６８１３９ ３５７２１ ３５ ２５

２３　对照品溶的配制　取４个装有适量甲醇的广
口瓶用以配制浓度为１３５ｍｇ／ｍＬ的京尼平苷酸、浓
度为１００ｍｇ／ｍＬ的绿原酸、浓度为１００ｍｇ／ｍＬ的
松脂醇二葡萄糖苷、浓度为１００ｍｇ／ｍＬ的葛根素的
储备液。其中葛根素是作为本研究的内标液，用甲
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醇按梯度稀释成所需浓度，配制５μｇ／ｍＬ的葛根素
内标溶；同时分别精密量取京尼平苷酸、绿原酸和松

脂醇二葡萄糖苷等３种对照品储备液适量，用甲醇
按梯度稀释成所需浓度，得混合对照品溶液。

２４　供试品溶液的配制　将杜仲用药材剪剪成碎
片，反复揉成絮状，精密称定２ｇ，采用索氏提取器中
提取杜仲提取物，加入氯仿适量，加热回流６ｈ，待冷
却后弃去氯仿液，药渣室温挥发去氯仿，再将药渣放

置索氏提取器中进一步提取，加甲醇适量，加热回流

６ｈ，待冷却后将提取液转移至１００ｍＬ量瓶，加甲醇
至刻度线，充分混合均匀摇匀即得杜仲供试品溶液。

２５　血浆样品处理方法　采用１５ｍＬ塑料离心管
取大鼠血浆１００μＬ，加入已知浓度的葛根素内标溶
液５０μＬ，再加入等量的１％甲酸溶液和３００μＬ甲
醇，涡旋混合器上混合１ｍｉｎ，超声５ｍｉｎ，４℃低温
离心机上１５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液并在
４８℃下的氮气吹干，残留物加入３００μＬ甲醇充分
溶解，４℃低温离心机上转速采用１５０００ｒ／ｍｉｎ，离
心时间控制在１０ｍｉｎ以内，最终只取上清液作为分
析样品进样ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析。
２６　杜仲提取物的专属性试验　如图１所示，根据
Ａ空白血浆，Ｂ空白血浆 ＋混合对照品溶液 ＋内标，
Ｃ含杜仲提取物大鼠血浆等３种情况对杜仲的３种
成分及内标液进行专属性试验，Ａ、Ｂ、Ｃ３种情况中
的大鼠空白血浆、含杜仲提取物大鼠血浆均取

１００μＬ，根据“２５”依次操作得相应 ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ
色谱图Ａ、Ｂ、Ｃ；本研究结果显示，杜仲提取物中可见
分离程度良好的３种不同成分，且各个成分间不存
在内源性干扰物质，具有较好的专属性。

２７　线性关系考察　根据梯度稀释浓度配制混合
对照品溶液１００μＬ的大鼠空白血浆作为标准参照
曲线，纵坐标Ｙ是将含有大鼠杜仲提取物的待测血
浆的峰面积除以葛根素内标峰面积得到的比值比

值，横坐标Ｘ是京尼平苷酸、绿原酸和松脂醇二葡萄
糖苷等各成分物质浓度，将权重系数设置为１／Ｘ进
行计算直线回归方程，京尼平苷酸、绿原酸和松脂醇

二葡萄糖苷等３种成分最低检测限（ＬＬＯＤ）定义为
Ｓ／Ｎ≥３，结果显示京尼平苷酸、绿原酸和松脂醇二
葡萄糖苷均具有良好的线性关系，详见表３。
２８　精密度试验　取统一批次含有杜仲提取物的
大鼠血浆，按“２５”项下分别配制京尼平苷酸、绿原
酸和松脂醇二葡萄糖苷等３种成分大鼠血浆低、中、
高３个浓度的质量控制样品（ＱｕａｌｉｔｙＣｏｎｔｒｏｌ，ＱＣ），
通过３ｄ不间断的连续测定，并根据每日测得的不
同数据计算该日的标准曲线，计算求得３种成分当
日的平均浓度值，京尼平苷酸、绿原酸和松脂醇二葡

萄糖苷等３种成分日内和日间精密度ＲＳＤ（％）均小
于１０％，准确度范围为９５４７３％～１１２０８６％。表明
该ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ方法准确度、日内和日间精密度良
好，结果见表４。

图１　ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ色谱图
　　注：Ａ空白血浆，Ｂ空白血浆＋混合对照品溶液＋内标，Ｃ含杜仲提取物大鼠血浆

表３　对照品的线性关系考察结果

成分 回归方程 相关系数 线性范围（μｇ） ＬＬＯＤ

京尼平苷酸 Ｙ＝０１９１Ｘ＋００９７ ０９９９８ ００９４～６８１５４ １９３７１
绿原酸 Ｙ＝２４２９Ｘ＋００５５ ０９９９９ ００１４～１０１０３ ７５４５

松脂醇二葡萄糖苷 Ｙ＝０１０６Ｘ＋００１５ ０９９８８ ０１６７～１２１２１２ ４２０８７
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表４　采用ＵＰＬＣＭＳ测定含杜仲提取物大鼠血浆精密度试验结果

化合物 质量浓度（μｇ／ｍＬ） 准确度（％） 日内精密度ＲＳＤ（％） 日间精密度ＲＳＤ（％）

京尼平苷酸 ０８４３ １０３２７５±５２８１ １１４６ ８０４８
７５７７ １０１７７５±１７６２ ４６９４ ４０６２
６６１８４ １０３５４５±２１３６ ４６９２ ２７５９

绿原酸 ０１２６ １０４１０１±６１１２ １３６２ １５７３
１１３１ １０９７９１±２６４５ ３８２７ ４１９４
１０１０３ ９７６４４±２２１７ ２４７２ ２３６２

松脂醇二葡萄糖苷 １４９５ １１２０８６±３１５６ １３８０ ３９７３
１３５０２ １００９８８±４８７０ ４３８５ ２３６２
１２１２１２ ９５４７３±２５８２ １８０８ ４５１４

表５　大鼠含杜仲提取物血浆样品的药代动力学研究结果

化合物 剂量 ＡＵＣ０８０［ｍｇ／（Ｌ·ｍｉｎ）］ ＭＲＴ０８０（ｍｉｎ） Ｃｌｖ［Ｌ／（ｍｉｎ·ｋｇ）］ Ｖｚ（Ｌ／ｋｇ）

京尼平苷酸 低 ２４６５３８±１００２４２ ２３７７２±１１７２８ ０７８４±０２６１ １９２０８±９９４６
中 ７３５８６５±２４７１４４ ２５９８７±５８２７ ０５２６±０１９３ １３６６２±３９５２
高 １８０６７１８±６２７０２６ ３３９５３±１２２８１ ０４１９±０１３３ １４３７５±３１６８

绿原酸 低 １１１３６±２８２４ １３６１０±２２３７ １６１３６±４１３８ ２３２１５７±９０１０９
中 １７１０１±２９７５ １９００７±４３６４ １３８０２±４８９２ ２４４１９４±４５８９４
高 ２００３５±１５５６ ４１０６４±２６２１３ ９０７２±５２８１ ４３５２３６±２９８９３７

松脂醇二葡萄糖苷 低 １６３２４９±５８３０５ ２９７５３±６８９１ １１４３±０３５２ ４０２２９±１７７０３
中 ４５５４３２±１３１９７６ ３０２２９±９１４８ ０８３８±０２５４ ５２６３６±４９２７
高 １９２１４７２±１０８８５７９ ６１７７４±２８６２５ ０５２２±０２５１ ２２７８５±４５５６

图２　杜仲的３种成分Ｃｔ药时曲线图

２９　稳定性试验　按“２７”项下分别配制京尼平
苷酸、绿原酸和松脂醇二葡萄糖苷等３种成分，分别
根据大鼠血浆低、中、高３个浓度的京尼平苷酸、绿
原酸和松脂醇二葡萄糖苷等３种成分ＱＣ，对３种成
分在室温下放置６ｈ，４℃下冷藏８ｈ和冻融３次，通
过在１ｄ内重复测量多次来考察样品的稳定性。本

研究结果表明含有杜仲提取物的大鼠血浆样品中京

尼平苷酸 ＲＳＤ＝９０４％ ＜１５％、绿原酸 ＲＳＤ＝
１０１２％ ＜１５％ 和松脂醇二葡萄糖苷 ＲＳＤ＝
８８３％＜１５％，提示本研究中含有杜仲提取物的大
鼠血浆在ＵＰＬＣ的中具有较好的稳定性。
２１０　重复性试验　根据同一批次同一厂家的杜仲
药材制备制备６份杜仲供试品溶液，处理后分别进
样测定，根据葛根素内标法计算得京尼平苷酸、绿原

酸和松脂醇二葡萄糖苷的 ＲＳＤ分别为 １８４２％、
２０１８％、２８５６％，表明本研究采用的 ＵＰＬＣ方法重
复性良好。

２１１　回收率试验　精密量取大鼠空白血浆 １００
μＬ，按“２７”项下分别配制京尼平苷酸、绿原酸和松
脂醇二葡萄糖苷等３种成分的大鼠血浆或葛根素内
标液，且分别配置低、中、高３个浓度的３种京尼平
苷酸、绿原酸和松脂醇二葡萄糖苷 ＱＣ，经过反复
测量５次，计算平均加样回收率。京尼平苷酸、绿
原酸和松脂醇二葡萄糖苷等３种成分回收率分别
为：８６１０６％ ～９６４６１％，８６１４７％ ～９９８２８％，
８６３４４％～９６６７９％，提示本研究中ＵＰＬＣ的加样回
收率良好。

２１２　样品检测结果　药代动力学研究结果显示：
健康 ＳＤ大鼠分为低、中、高３个剂量组，尾静脉注
射杜仲提取物溶液前所有大鼠均禁食１２ｈ，期间可
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自由饮水，给药剂量分别为０１７、０３４、０６８ｇ／ｋｇ。
采用涂有肝素的塑料离心管于给药前与给药后２、
５、１０、１５、２０、３０、４５、６０、８０ｍｉｎ经尾静脉取血约
０３ｍＬ，于离心机上采用４５００ｒ／ｍｉｎ的转速，离心
时间控制在１０ｍｉｎ。本研究采用 ＵＰＬＣＭＳ分析杜
仲提取物的药代动力学，并以 ＤＡＳ２０数据处理软
件数据拟合，本研究选取血药浓度（ＡＵＣ０８０）、平均
驻留时间（ＭＲＴ０８０）、清除率（ＣＬｚ）、分布容积（Ｖｚ）
等参数选用统计矩方法计算。获得京尼平苷酸、绿

原酸和松脂醇二葡萄糖苷３个成分 Ｃｔ曲线图和相
应的药动学参数，具体详细见图２和表５。
３　讨论

本次研究完成了京尼平苷酸、绿原酸和松脂醇

二葡萄糖苷３种药物成分的 ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析及
其药时曲线和药代动力学的分析。研究前期主要从

方法学的准确度、稳定性和可重复性进行考察，紧接

着对京尼平苷酸、绿原酸和松脂醇二葡萄糖苷等３
种成分的专属性进行鉴定，并进一步对这３种成分
进行线性方程回归和回收率的计算。而在药代动力

学的研究中，主要从低、中、高３个不同剂量浓度的
杜仲提取物入手，建立体内符合二室药动学模型，进

而计算出大鼠血浆中杜中提取物内３种成分的药代
动力学参数指标。ＡＵＣ０８０、ＭＲＴ０８０都随着浓度计量
的升高而升高，从结果可得大鼠血浆中杜仲提取物

中的３种成分中的京尼平苷酸和松脂醇二葡萄糖苷
在大鼠体内的药代动力学具有非线性特征，仅绿原

酸存在线性特征；而 ＣＬｚ、Ｖｚ参数指标的差异比较
大，显示大鼠血浆中杜仲提取物中的３种成分在大
鼠体内的药代动力学代谢过程不一致。本研究中前

期在考察大鼠血浆样品的处理优化方法过程中，首

先从溶剂入手，对甲醇、乙腈、乙酸乙酯，乙醚４种不
同的有机溶剂对大鼠血浆中的蛋白进行沉淀，结果

显示，对大鼠血浆中蛋白的沉淀效果最好的有机溶

剂是甲醇，而在进一步的研究中更发现甲醇不仅无

内源性物质干扰而且回收率最好，因此本研究最终

选择甲醇沉淀处理大鼠血浆样品。在提取方法的选

择上，以京尼平苷酸、绿原酸、松脂醇二葡萄糖苷３
种成分作为考察指标，对提取溶剂进行考察：取样品

２ｇ３份，分别精密加入甲醇，８０％甲醇，５０％甲醇
２５ｍＬ，超声６ｈ。结果表明：用８０％甲醇提取的京
尼平苷酸、绿原酸、松脂醇二葡萄糖苷３种成分均得
到较高的含量，所以本研究最终选用８０％甲醇作为
杜仲提取物成分的提取溶剂。对提取方式及时间进

行考察：取样品２ｇ６份，精密加入８０％甲醇２５ｍＬ，

取其中３份回流，提取时间分别为２ｈ、４ｈ、６ｈ；取另
外３份超声，提取时间分别为２ｈ、４ｈ、６ｈ。结果表
明，回流和超声２种提取方式对含量结果影响不大，
因超声操作较为简便，且６ｈ能将京尼平苷酸、绿原
酸、松脂醇二葡萄糖苷等３种成分提取完全，故选择
超声处理。

综上所述，采用超高效液相色谱法操作简便，结

果准确，重复性好，加样回收率高，可用于研究杜仲

的３个指标性成分在体内的药代动力学特征，考察
３个指标成份在大鼠体内的经时过程，并记录３个
指标成分的动力学参数，为研究杜仲临床前药动学

研究提供实验依据。
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